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© Verfahren und Reagenz zur Bestimmung von Substraten Oder Enzymaktfvitaten. 



(§) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Substraten Oder Enzymaktivrtaten unter 
Anwendung einer Redoxreaktion als Meflreaktion, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafl in Gegenwart eines 
Oder mehrerer zusStzlich zugegebener Tetrazoliumsalze, die reduzierende Storverbindungen unwirksam ma- 
chen, gearbeitet wird. Gegenstand der Erfindung ist weiter ein hierfQr geeignetes Reagenz sowie neue 
Tetrazoliumsalze der allgemeinen Formel I' 




Q. 
LU 




d') 



^ in der 

^ R 1 ' einen Carboxylrest, einen unsubstituierten Oder einen in 2-oder 4-Stellung durch eine Carboxyigruppe, in 
if" 2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten oder in 4-Stellung durch Trimethylammonium substi- 
g tuierten Phenylrest, 

R *' einen unsbustituierten Phenylrest. 
0> R 3 einen unsubstituierten oder in 2-Stellung durch eine Carboxyigruppe substituierten Phenylrest und 
5? A'~ ein Gbliches Gegenanion 

bedeuten 



und ein Verfahren zur Herstellung dieser Verbindungen. 
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Verfahren und Reagenz zur Bestimmung von Substraten Oder Enzymaktfvit&ten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Substraten oder Enzymaktivitaten 
unter Anwendung einer Redox-Reaktion ais Meflreaktion. 

in der fdinischen und pharmazeutischen Chemie, der Biochemie und Lebensmittelchemie werden zur 
Bestimmung von Substraten oder Enzymaktivitaten eine Vieizahl von Irtdikatormethoden verwendet Von 
s besonderer Bedeutung 1st jedoch zum Beispiel die Anderung der Extinktion eines Redox-Farbindikatorsy- 
stems oder Anderungen im elektrischen Potential oder Strom, weiche durch eine geeignete Elektrode 
gemessen werden konnen. Solche Redox-Reaktionen finden insbesondere breite Anwendung in der klini- 
schen Chemie. 

Sind in dem zur photometrischen Bestimmung eines bestimmten Substrats oder Enzyms eingesetzten 
to Testsystem, welches auf der Anwendung einer Redox-Reaktion als Meflreaktion beruht, neben den interes- 
sierenden Redox-Partnem nun noch weitere reduzierende Substanzen vorhanden, so ist mit StSrungen der 
Meflreaktion zu rechnen. Mit solchen StSrungen ist bekanntermaflen, insbesondere bei Verwendung von 
biologischem Probenmaterial, wie Ham, Plasma oder Serum, zu rechnen, die reduzierende Substanzen 
sowohl endogenen als auch exogenen Ursprungs in signifikanten Mengen enthalten kQnnen. Bei endogenen 
75 StQrsubstanzen ist hier vor allem Bilirubin zu nennen. Storende reduzierende Substanzen exogenen 
Ursprungs konnen zum Beispiel Ascorbat, verschiedene Medikamente oder deren Metaboliten sein. In 
biologischen Proben oft vorkommende und aufgrund ihrer reduzierenden Eigenschaften stSrende Medika- 
mente sind zum Beispiel orMethyldopa oder Calciumdobesylat Als stQrender Metabolit ist zum Beispiel 
Homogentisinsaure bekannt. 

20 Storungen durch reduzierende Substanzen wirken sich besonders deutlich aus, wenn die Konzentration 
oder Aktivitat des zu bestimmenden Substrats oder des Enzyms in der Probe relativ niederig ist und zum 
Erzielen einer ausreichenden MeBprazision ein relativ hohes Probe-/Reagenz-Volumenverh8ltnis erforderlich 
ist. Dies ist beispielsweise bei der Bestimmung von Hamsaure, Creatinin oder Oxalat in Serum oder Plasma 
der Fall. Hier wird ein zu bestimmendes Substrat mrt einem Enzym unter Wasserstoffperoxidbildung 

25 umgesetzt, wobei das entstehende Wasserstoffperoxid in Gegenwart von Peroxidase bei einer stochiometri- 
schen Farbstoffbildungsreaktion, wie z. B. der oxidativen Kupplung zweier Kupplungskomponenten, ver- 
braucht wird. 

Bisher war es nicht moglich, Storungen durch reduzierende Substanzen gleichermaBen sowohl rasch 
und effektiv ais auch ohne zusStzliche BeeintrSchtigung der zur Messung notwendigen Redox-Reaktion zu 

30 beseitigen. Hierzu sind in der Chemie stark oxidierende Substanzen Qblich. Diese sind jedoch fQr enzymati- 
sche Bestimmungsmethoden in der klinischen und pharmazeutischen Chemie, der Biochemie oder der 
Lebensmittelchemie unbrauchbar, da sie auch Substrate und Enzyme angreifen und zerstoren. Auflerdem 
fQhren sie hSufig zu Nebenreaktionen, die die Reagenzleerwert-Extinktion erhShen. 

Viele Metallsalze und deren Komplexe reagieren ebenfalls mit reduzierenden Substanzen unter Bildung 

35 der entsprechenden zwei-oder dreiwertigen lonen. Diese hemmen hSufig die Enzyme, die zur Indikatorreak- 
tion benutzt werden. DarOberhinaus konnen die entstandenen reduzierten Metaliionen in gleicher Weise 
storen, wie die sich in dem Probenmaterial befindlichen Storsubstanzen. Em zusStziicher Nachteil der 
Metaliionen besteht darin, da£ deren Oxidation unter stark sauren Bedingungen optimal ist. Unter diesen 
Bedingungen werden Enzyme meist zerstort 

40 AuBer diesen herkommlichen Verfahren kommt speziell fQr AscorbinsSure der rasche oxidative Abbau 
von Ascorbat mit Luftsauerstoff in Frage. Dieser ist jedoch nur moglich unter stark alkalischen Bedigungen, 
unter denen Enzyme denaturiert oder inaktiviert werden. 

Als Alternative wurde der Einsatz von Ascorbatoxidase als Katalysator fQr diese Reaktion vorgeschlagen 
(DE-OS 26 25 843). Dieses Verfahren kann aufgrund der Spezifitat des Enzyms Ascorbat-Oxidase aufler fQr 

45 Ascorbat nicht fQr andere reduzierende Storsubstanzen verwendet werden. Das pH-Optimum des Enzyms 
liegt bei pH 5 - 6 und ist damit weit von den pH-Optima vieler fQr klinische Tests wichtigen Enzyme 
entfernt So erfolgt z. B. die Bestimmung von Creatinin Oder Hamsaure bei pH 8. Bei diesem pH-Wert ist 
die Aktivitat der Ascorbat-Oxidase nicht ausreichend fur eine schnelle Entstorung. Ausserdem wird diese 
Enzym durch einige Qbliche Testkomponenten, wie Azid oder Chelatoren, wie zum Beispiel EDTA, 

so gehemmt 

Es bestand daher Bedarf fQr ein universell anwendbares Verfahren und Reagenz zur Bestimmung von 
Substraten oder Enzymaktivitaten, welches Storungen durch reduzierende Substanzen in Redox-Reaktionen 
beseitigt, ohne jedoch die MeBreaktion nachteilig zu beeinflussen. Das Reagenz sollte darQberhinaus 
einfach in der Handhabung und auch preiswert sein. Aufgabe war es, diesen Bedarf zu befriedigen. 
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Die Aufgabe wfrd gelost durch das erfindungsgemafle Verfahren zur Bestimmung von Substraten oder 
Enzymaktivitaten, bei dem dann, wenn eine Redox-Reaktion als MeBreaktion dient, in Gegenwart eines oder 
mehrerer zusatzfich zugegebener Tetrazoliumsalze gearbertet wird. Der Vorteil dieses Verfahrens besteht in 
der universellen, irreversiblen, leichten und schnelien Beseit'gung reduzierender Substanzen, die unter den 
s in den betreffenden Substrat-oder Enzymtests vorherrschenden Bedingungen storen. Dadurch wird eine 
storungsfreie Messung ermogiicht 

Tetrazoliumsalze und ihre Reduktion zu Formazanen sind schon seit Ends des letzten Jahrhunderts 
bekannt Sie werden vorwiegend zum Nachweis von reduzierenden Substanzen in Chemie, Biochemie und 
Histochemie verwendet (vergleiche: Bergmeyer, Methods of Enzymatic Analysis, Band l r Seite 199 ff 
10 [1984] oder Altmann, F. P., Progress in Histochemistry, 9, Seite 1 ff [1976]). Bisher wurde jedoch noch 
niemals in Betracht gezogen, eine als Farbindikator wirkende Redox-Reaktion mit einer Tetrazoliumsalz- 
Reduktion zu kombinieren, mit dem Ziei, diese Reduktion eines Tetrazoliumsalzes zu einem Formazan nicht 
als Nachweisreaktion, sondem als entstSrende Reaktion auszunutzen. Das bisherige Interesse bestand 
darin, Tetrazoliumsalze zu finden, cSe bei Reduktion m6glichst farbige Formazane bilden und deshaJb als 
T5 Farbindikatoren in Redoxreaktionen wizusetzen sind. 

Urn bei einer als Meflreaktion verwendeten, photometrisch verfolgbaren Redoxreaktion das Farbindika- 
torsystem nicht zu storen, mQssen die zur Beseitigung sto render reduzierender Substanzen verwendeten 
Tetrazoliumsalze sofche Formazane bilden, die Licht nicht oder nur in vemachlassigbarem Ausmafl bei der 
Me0wellenlange des eigentfichen Farbindikatorsystems absorbieren. FQr die vor allem in der Winischen 
20 Chemie Qblichen Farbindikatorsysteme mit maximalen AbsorptionswellenlSngen zwischen 500 und 600 nm 
kann deshalb erfindungsgem§fl prinzipie? Jedes Tetrazoiiumsalz verwendet werden, welches in diesem 
Wellenlangenbereich nicht Oder nur vernachlassigbar absorbiert 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung haben sich vor allem Tetrazoliumsalze der allgemeinen Formel I 



30 




in der 

R' Wasserstoff. einen CarboxyK Alkyh PhenyK Nitrophenyl-, DinitrophenyK carboxylsubstrtuierten Phenyl- 

oder einen Trialkylammoniumphenylrest, 

R 2 einen PhenyK Nitrophenyh Biphenylyi-oder Naphthylrest, 

R a einen PhenyK carboxylsubstituierten PhenyK einen carboxylsubstituierten Hydroxyphenyl-oder einen 
Dimethylthiazolylrest und 
A" ein Qbliches Gegenion 
bedeuten, bewahrt 

Bn Alkylrest in der Definition von R 1 besteht aus 1-10, bevorzugt 1-7 Kohlenstoffatomen. Besonders 

bevorzugt sind der MethyK Ethykmd n-Butylrest. 

Besonders bevorzugt als Nitrophenylrest in der Definition von R 1 und R 2 ist der para-Nitrophenylrest 
Unter einem in der Definition von R' genannten Dinitrophenylrest ist vor allem der 2,4-Dinitrophenylrest 

zu verstehen. 

Carboxylsubstituierte Phenylreste in der Definition von R 1 und R 3 sind dann bevorzugt, wenn der 
Phenylrest in 4-Stellung durch eine Carboxylgruppe substituiert ist In der Definition von R* sind 
darOberhinaus solche Reste dann ganz besonders bevorzugt. wenn der Phenylrest den Carboxylsubstitue- 
nten in 2-SteIlung tragt 

Sn Trialkylammoniumphenylrest der Definition von R 1 erweist sich dann als besonders vorteilhaft, wenn 
der Phenylrest den Trialkylammoniumsubstituenten in 4-Stellung tragi Die Alkylreste des Ammoniumsubsti- 
tuenten entsprechen der gleichen Definition wie Alkyl in R 1 und konnen sowohl gleich als auch verschieden 
sein. 

Der Biphenylylrest der Definition von R 2 ist vorteilhafterweise mit seiner 4-Stellung an das Tetrazoiium- 
salz geknupft. 

Der Naphthylrest in der Definition von R 2 ist vorteilhafterweise mit seiner 2-Position an das Tetrazoiium- 
salz gebunden. 
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Unter einem carboxylsubstituierten Hydroxyphenyirest in der Definition von R 3 wird vor allem ein 
solcher Hydroxyphenyirest verstanden, der in 2-Position einen Carboxylsubstituenten tragt und mit seiner 4- 
Position &n das Tetrazoiiumsalz gebunden ist 

Dimethylthiazolylreste in der Definition von R 1 sind mit ihrer 2-Position an das Tetrazoiiumsalz 
5 gebunden. En bevorzugter Dimethylthiazolylrest trSgt die Methylgruppen in 4-und 5-Position. 

Unter einem tlblichen Gegenion in der Definition von A" werden vor allem einwertige Anionen 
verstanden. Oblicherweise werden hierzu anorganische Anionen, wie zum Beispiel Halogenionen verwendet 
Bevorzugte Halogenionen in diesem Sinne sind Chlorid-und Bromidionen. Im Falle carboxylsubstituierter 
Rests R 1 Oder R* kann das Gegenanion A- auch das Carboxylation sein. 
70 Die in der folgenden Tabeile aufgelisteten Verbindungen sind besonders bevorzugt 
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5Q Ganz besonders bevorzugte Verbindungen sind die Verbindungen T1 , T2, T3, T4, T5, T6 und T8. 

Die Konzentration der zur Entstorung der MeBreaktion zugesetzten Tetrazoliumsalze richtet sich nach 
der Menge der zu erwartenden storenden reduzierenden Substanz in der Probe. In der Regel werden 0,001 
- 100 mmol/l, vorzugsweise 0,01 - 20 mmol/l, besonders bevorzugt 0,05 - 5 mmol/I Tetrazoiiumsalz 
eingesetzt 

55 



4 



0 239 931 



Das erfmdungsgemSfle Verfahren zur Bestimmung von Substraten Oder Enzymaktivitaten unter Anwen- 
dung einer Redox-Reakfjon als MeBreaktion und Zusatz ernes Oder mehrerer Tetrazoliumsalze zur Beserti- 
gung storender reduzierender Substanzen kann je nach den fGr das jeweilige Verfahren erfbrdedlchen 
Enzymen bei etnem pH-Wert zwischen 3 und 11 durchgefuhrt werden. Bevorzugt 1st der Bereich zwischen 

5 6,5 und 9. Als Puffer kann jede Substanz verwendet werden, cfie in dem erforderiichen pH-Bereich eine 
ausreichende Pufferkapazftat aufweist Vorzugsweise werden jedoch Phosphat-oder Tris-Puffer verwendet 
Die Konzentration des Puffers betragt 0,01 bis 1 mol/r, vorzugsweise 0,05 bis 0,2 mmol/l. 

Zur besseren Loslichkeit des aus dem zur Entstorung zugesetzten Tetrazoliumsalz gebiideten Forma- 
zans und zur Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit der entstorenden Reaktion kann der zu messenden 

io Probe gegebenenfalls ein nichtionisches Detergens, wie zum Beispiel Triton X-100, Tween 80 oder 
PolyvinyipynroRdon zugesetzt werden. Die Konzentrationen solcher gegebenenfalls zugesetzten Deterge- 
ntien richten sich nach der kritischen Miceller Konzentration des jeweiligen Detergens. Sie liegen in der 
Regel zwischen 0,01 und 5 %, insbesondere zwischen 0,05 und 0,5 %. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des Verfehrens wird cfie entstorende TetrazoiiumsaJz-Wirkung 

T5 durch Zugabe eines oder mehrerer EtektronenObertrager beschleunigt Zur Beschleunigung der Errt- 
storreaktion und als Hirfsmtttel bei der Oxidation von Storsubstanzen kann eine Reihe von Elektro- 
nenObertragem verwendet werden. Als Beispiete seien genannt Phenazin-methosulfat, Phenazin-ethosurfat, 
8-Dimethylamino*2 > 3-benzophenoxazin v 1-Metrryoxy-5-methylpheriaziniurn^ oder Diaphorase. 

Besonders bevorzugt sind hiervon Phenazin-ethosulfat oder Diaphorase. 

20 Bei der Bestimmung von Substraten oder Enzymaktrvrtaten unter Verwendung einer Redox-Reaktion als 
MeBreaktion kann ein gewisser entstorender Effekt audi schon mit BektronenQbertragern allein ohne 
zusatziiche Tetrazoliumsalze, festgestellt werden. Die Wirkung der vorgenannten ElektronenObertrSger 
reicht jedoch fur eine weitgehende oder gar vollige Entstorung einer Redox-MeBreaktion nicht aus. Hierzu 
ist die erfindungsgemafle Kombination mit einem Tetrazoliumsalz erforderiich. 

25 Die der zu entstorenden Probe zuzusetzenden Konzentrationen der ElektronenGbertrager sind vorzugs- 
weise 0,005 - 100 mmol/l, besonders bevorzugt 0,05 - 5 mmol/l. Im Falle der Diaphorase werden 
vorzugsweise Mengen zwischen 0,001 und 100 U/ml emgesetzt, wobei der Bereich zwischen 0,1 und 20 
U/ml besonders bevorzugt ist 

Bn weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenz zur photometrischen Bestimmung von Substra- 

30 ten oder Ehzymaktivftiiten, welches ein System zur Bestimmung eines Substrats oder Enzyms mit einer 
Redox-Reaktion als MeBreaktion und zusStziich ein oder mehrere Tetrazoliumsalze enthart, die irreversibel, 
leicht und schnell unter den in den betreffenden Substrat-oder Enzymtests vorherrschenden Bedlngungen 
storende reduzierende Substanzen beseffigen und dadurch eine storungsfreie MeBung ermSglichen. 

Prinzipiell sind fOr ein solches Reagens alle Tetrazoliumsalze verwendbar, die nicht oder nur ver- 

35 nachllssigbar in dem Wellenllngenbereich absorbieren, in dem die MeBreaktion verfolgt wird. Dieser 
Wellenilngenbereich liegt bei vieien in der klinischen Chemie wichtigen Substraten oder Enzymen zwi- 
schen 500 und 600 nm. Vor allem bewahrt haben sich deshalb Tetrazoliumsalze der allgemeinen Forme! L 
Besonders bevorzugt sind ind Kombination mit den Obrigen zur Bestimmung erforderiichen Reagenzbe- 
standteilen die Verbindungen T1 bis T17. Hiervon haben sich als ganz besonders vorteilhaft die Tetrazo- 

40 liumsalze T1 , T2, T3, T4, T5, T6 und T8 erwiesen. 

Das erfindungsgemSBe Reagenz enthStt ein oder mehrere Tetrazoliumsalze, deren Konzentration sich 
nach der zu erwartenden Menge an storender. reduzierender Substanz richtet In der Regel enthaft es 0,001 
- 100 mmol/l, vorzugsweise 0.01 - 20 mmol/l, besonders bevorzugt 0,05 - 5 mmol/l Tetrazoliumsalz. 

Urn bei der Bestimmung von Substraten oder Enzymaktivitaten unter Anwendung einer Redox-Reaktion 

as als MeBreaktion und unter Zusatz eines oder mehrerer Tetrazoliumsalze zur Beseitigung storender reduzie- 
render Substanzen je nach den erforderiichen Enzymen einen bestimmten pH-Wert einzuhalten, kann das 
erfindungsgemSBe Reagenz einen Puffer entharten. Der pH des erfindungsgemaBen Reagenz liegt in dem 
Bereich von pH 3 - 11, bevorzugterweise in dem Bereich von pH 6,5 - 9. Puffer, die einen solchen Wert 
einstellen konnen, sind prinzipiell alle cfiejenigen, die mit ihrem pK-Wert innerhalb des angegebenen pH- 

so Bereichs liegen. Das erfindungsgemSBe Reagenz kann jeden dieser Puffer entharten. Als bevorzugte Puffer 
enthart das erfindungsgemaBe Reagenz Phosphat-oder Tris-Puffer. Die Konzentration des Puffers im 
Reagenz kann 0,01 bis 1 mol/l betragen, vorzugsweise aber 0,05 bis 0,2 mol/l. 

Zur besseren Loslichkeit des aus dem zur Entstorung zugesetzten Tetrazoliumsalz gebiideten Forma- 
zans und zur Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit der entstorenden Reaktion kann das erfindungs- 

55 gemaBe Reagenz gegebenenfalls audi ein nichtionisches Detergenz, wie z. B. Triton X-100, Tween 80 oder 
Polyvinylpyrrolidon entharten. Die Konzentration solcher Detergentien richtet sich nach der kritischen 
Miceller Konzentration des jeweiligen Detergens. Sie liegt in der Regel zwischen 0,01 und 5 %, insbeson- 
dere zwischen 0,05 und 0,5 %. 
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En besonders bevorzugtes, erfindungsgema/tes Reagenz 1st dadurch gekennzeichnet daB es aufler 
einem Oder mehreren Tetrazoliumsalzen auch einen Oder mehrere BektronenQbertrager enthalt Ais sofche 
kommen z. B. Phenazin-methosulfat, Phenazin-ethosulfat, 8-Dimethylamino-2,3-benzophenoxazin, 1- 
Methoxy-5-methylphenazinium-methylsulfat Oder Diaphorase in Frage. 
5 Als besonders geeignete ElektronenObertrager haben sich in Kombination mit den Qbrigen zur Bestim- 
mung bestimmter Substrate oder Enzymaktivitaten erforderlichen Reagenzbestandteilen Phenazin-ethosulfat 
und/oder Diaphorase erwiesen. 

Die Konzentration der ElektronenObertrager im Reagenz betragt 0,005 - 100 mmol/I, vorzugsweise 0,05 
- 5 mmol/I. Im Falle der Diaphorase enthalt das Reagenz vorzugsweise 0,001 - 100 U/ml des Enzyms. 
w Besonders bevorzugt ist der Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und 20 U/ml. 

Das erfindungsgema/te Reagenz kann als System zur Bestimmung eines Substrats Oder Enzyms mit 
einer Redox-Reaktion als MeBreaktion, z. B. 

zur Bestimmung von Glucose: Glucose-Oxidase, Peroxidase, 4-Aminophenazon und Phenol, 
zur Bestimmung von Harnsaure: Uricase, Peroxidase, 2-Hydrazono-2,3-dihydro-3-methyl-6-sulfobenzothiazol 
75 und N-Ethyl-N-^sulfoethyl-m-toluidin 

oder zur Cholesterin-Bestimmung: Cholesterin-Esterase. Cholesterin-Oxidase, Peroxidase, 4-Aminophena- 
zon und Phenol 
enthalten. 

Alle diese Systeme zur Bestimmung der genannten, beispielhaft angefUhrten Substrate sind bekannt 

20 An ihrer Stelle konnen auch andere bekannte Systeme zur Bestimmung von Substraten oder Enzymen im 
Rahmen des erfindungsgem§Ben Reagenz verwendet werden. £/ 

Als besonders wirkungsvoll hat sich das erfindungsgemafle Reagenz erwiesen, wenn es zur Besefo'gung 
stSrender reduzierender Substanzen ein oder mehrere Tetrazoliumsalze und als Bestandteil des Systems 
zur Bestimmung eines Substrats oder Enzyms ein H 2 0*-bildendes Enzym, wie z. B. die obengenannte 

25 Glucose-Oxidase, Uricase oder Cholesterin-Oxidase enthalt Ebenso hat sich das erfindungsgemaBe Rea- 
, genz als besonders vorteilhaft erwiesen, wenn es fQr die MeBreaktion ein Phenol, wie z. B. Phenol selbst 
oder 2,4,6-Tribromhydroxybenzoesaure oder ein Anilinderivat wie z. B. N-Ethyl-N-/S-sulfoethyl-m-toluidin 
enthalt, welches mit Reagenzien, wie z. B. 4-Aminophenazon, 4-Amino-antipyrin Oder 2-Hydrazono-2,3- 
dihydro-3-methyl-6-sulfobenzothiazol oxidativ gekuppelt werden kann. Beispiele fQr solche Redoxreaktionen 

so als MeBreaktionen wurden fOr die Glucose-, HamsSure-oder Cholesterin-Bestimmung bereits genannt 

Anwendbar ist die Erfindung auch auf dem Gebiet der Schnelldiagnostica Derartige Schnelldiagnostica 
enthalten in der Regel die verschiedenen, fOr die DurchfQhrung des Verfahrens benStigten Reagentien 
entweder in einem saugfShigen, unloslichen Trager, wie Papier, Vlies, etc. imprSgniert oder mit einem 
geeigneten Bindemittel auf einer Tragerfolie oder einem quellbaren Rim als Uberzug aufgebracht 

35 In einer AusfOhrungsform ist das erfmdungsgem§Be Reagenz, welches ein oder mehrere Tetrazolium- 
salze zur Beseitigung storender reduzierender Substanzen enthalt auf einem saugfahigen TrSger, wie z. B. 
Papier, impragnierL Auf diese Weise werden z. B. durch Ascorbinsaure praktisch nicht gestQrte Testpapiere 
zum Nachweis von z. B. Glucose, Harnsaure Oder Cholesterin erhalten. 

ErfindungsgemMB kann Tetrazoliumsalz aber auch auf einen getrennten Trager aufgebracht werden, der 

40 mit dem TrSger der Obrigen Reagentien vereinigt, beispielsweise darObergelegt, verklebt oder gemeinsam 
eingesiegelt wird. In einer solchen AusfOhrungsform kann z. B. ein wasserlosliches Papier (z. B. gem3B DE- 
OS 24 36 598) mit Tetrazoliumsalz Impragniert werden, wahrend das zur Bestimmung eines Substrats oder 
einer EnzymaktivitMt erforderliche System auf einem wasserunlSslichen, saugfShigen Tragermaterial 
impragniert vorliegt Beide Tragermaterialien werden vorteilhafterweise so aufeinander geschichtet, daB die 

45 zu bestimmende Probe zuerst auf das Tetrazoliumsalz trifft und dann auf das wasserunlSsliche 
Tragermaterial. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform kdnnen auch getrennte Zonen des Tragermaterials mit 
TetrazoIiumsalz(en) und Testreagentien impragniert werden. In diesem Fall wird zweckmafligerweise der 
Trager mit der zu untersuchenden LSsung derart in Bertlhrung gebracht, daB die LSsung zuerst mit der 

so Tetrazoliumsalzhaltigen Zone in BerQhrung kommt und von dort aus in die Zone gesaugt wird, weiche die 
Qbrigen erforderlichen Testreagentien enthalt Zur Illustration einer solchen AusfOhrungsform wird in 
Abbildung 1 ein Beispiel fQr eine Vorrichtung im Querschnitt dargestellt, die es gemMB DE-A 30 29 579 
erlaubt, einerseits aus Vollblut das fOr den Test erforderliche Serum bzw. Plasma abzutrennen und 
andererseits aufgrund eines speziell gestalteten Aufbaus der Reagenz-und Hilfsstoffschichten eine Tempe- 

55 rierung, Vorreaktion und gezieltes Starten der Hauptreaktion erlaubt 
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Die Vomchtung gemaB Abbildung 1 Est wis foKgt zusammengesetzt Auf einer inerten Tragerfolie 8 ist 
eln aus Glasfasern bestehendes Transportvlies 7 befestigt Diese Transportvlies 7 teihveise Qberdeckend ist 
ein ebenfalls aus Glasfasern bestehendes Vlies 5 mittels eines Fbdemetzes 6 befestigt Zwischen Vires 5 
und Transportvlies 7 ist ein Entstorgewebe 4 angeordnet. welches mit Stoffen impragniert ist, die in der 
Lage sind, die MeBreaktion storende reduzierende Substanzen zu beseitigen. SeitJich von Transportvlies 7 
ist Qber eine KJebestelle 9 eine aus einem durchsichtigen Kunststoff bestehende transparente Folie 1 
befestigt Unter dieser transparenten Folie 1 ist eine Reagenzschicht 2 aufgebracht die aus einem quell- 
oder saugfahigen Rim besteht in dem die fOr die MeBreaktion notwendigen Stoffe eingearbeitet sind. Unter 
der Reagenzschicht 2 ist eine Deckschicht 3 aufgebracht welche Gblicherweise aus einem Kunststoff-oder 
Qeiatinefilm besteht der mit stark reflektierenden Substanzen, wie Bariumsuifat Titandioxid oder ahnlichen 
durchsetzt ist und als optisch weifler Hintergrund dient Zur Beobachtung eingestrahltes Licht wird so 
vollstandig remitfiert und eventuelle Verflrbungen des Vlieses 7 sind nicht sichtbar. Reagenzschicht 2 und 
Deckschicht 3 werden gemeinsam als Testschicht bezeichnet 

Wird auf das Rxiemetz 6 Vollblut aufgetragen, dann wird cfieses im GlasfaservDes 5 in Serum und 
Erythrozyten getrennt wobei fetztere festgehaiten werden. Beim Durchtritt durch das Entstorgewebe 4 
werden die MeBreaktion storende reduzierende Inhaltsstoffe beseitigt so daB in den linken Bereich des 
Transportvlieses 7 nur Serum Dbertritt welches keine die Messung storende Substanzen enthSft. Nach 
Druck auf die transparente Fbfie 1 wird die MeBreaktion gestartet nachdem das Serum das Transportvlies 7 
vollstandig gefQIit hat Das Serum dringt infolge des Druckkontaktes durch die Deckschicht 3 in die 
Reagenzschicht 2 und durchfeuchtet diese gleichmSBig. Die Reaktion wird anhand der Verfarbung in der 
Reagenzschicht 2 durch die transparente Folie 1 hindurch beobachtet 

Die fur das erfindungsgem§Be Verfahren und Reagenz verwendbaren Tetrazoliumsalze 5-Carboxy-3-(2- 
carboxyphenyih2^henyl-2-H-tetrazoaumhydroxid f inneres Salz (T1), 
3K2<terboxyphenylh2.5^iphOT^ inneres Salz (T2), 

2,3^phenyt^2.4^inforophenyl)-24^^ (T3), a3-Diphenyl-5-£4-{trimethylammoniopheny0h 

2^tetrazoiium-dichlorid (T5) sowie 

3H2-<iartx>xypheny!>5^^ inneres Salz (T16) und 

3,5^^2-«»rbGxyphenyl)-2^ (T17) sind neue Verbindungen und ebenfalls Ge- 

genstand der Erfindung. Sle konnen durch die allgemeine Fonmel r 



R 1 einen Carboxylrest einen unsubstituierten oder einen in 2-oder 4-Stellung durch eine Carboxylgruppe, in 
2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten oder in 4-Stellung durch Trimethyfammonium substi- 
tuierten Phenylrest 
R 2 ' einen unsubstituierten Phenylrest 

R 3 einen unsubstituierten oder in 2-Stellung durch eine Carboxylgruppe substituierten Phenylrest und 

A*~ ein Obltches Gegenanion 

bedeuten, 

beschrieben werden. 

Die Oblichen Gegenanionen in der Definition von A'~ entsprechen denjenigen, die fOr A" in der 
allgemeinen Fonmel I angegeben wurden. 

AuBer ihrer guten Wasserloslichkeit zeigen die Verbindungen anforderungsgemaB keine Uchtabsorption 
im Wellenlangenbereich zwischen 500 und 600 nm und storen die MeBreaktion nicht 

Ihre Herstellung erfolgt nach an sich bekannten Methoden, die beschrieben sind bei: 
R. Kuhn. D. jerchel, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 74, 94 (1941); a Jerchel, W. Mohie, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 
77, 600 (1944); R. Wizinger, V. Bisro, Helv. Chim. Acta 32, 909 (1949). 

Hierbei werden literaturbekanrrte Akfehydphenylhydrazone der allgemeinen Formel II 




in der 
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N-NHR 

// 

R-C (ID 
5 \ 

H 

in der 

R einen veresterten Carboxylrest, einen unsubstltuierten Phenylrest Oder einen in 2-oder 4-Steliung durch 
10 eine Carboxylgruppe, in 2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten oder in 4-Steilung durch 
Trimethylammonium substituierten Phenyirest und 
R 2 einen unsubstltuierten Phenyirest bedeuten. 
mit Diazoniumsal2en der aligemeinen Forme! Ill 



75 



20 



25 



+ 

N=N-R 3 ' (III) 
t _ 

A 

in der * 

R 3 einen unsubstituierten Oder in 2-Stellung durch eine Carboxylgruppe substituierten Phenyirest und 

A'- ein ubliches Gegenanion 

bedeuten, 

durch alkalische Kupplung in Formazane der aligemeinen Forme! IV 



N-NHR 



30 



R-C 



\ 3 
N=N-R J 



(IV) 



in der 

35 R und R 2 ' die in der aligemeinen Formel II angegebene Bedeutung haben und 
R 3 ' der Definition in der aligemeinen Formei III entspricht, 
aberfOhrt. 

Ein veresterter Carboxylrest in der Definition von R ist hierbei vorzugsweise ein niederalkylveresterter 
Carboxylrest, wobei Niederalkyl eine C, bis C 4 -Kohlenwasserstoffrest bedeutet Besonders bevorzugt sind 
^ Methyl-oder Ethylester. 

Obliche Gegenanionen der Definition von A'- sind die gleichen wie fGr A- in der aligemeinen Formel I 
angegeben. 

Als basisches Reaktionsmedium fQr die alkalische Azokupplung konnen z. B. Pyridin. Natriumacetat 
gelost in Dimethylformamid und/oder Alkohol Oder alkoholische Alkalilauge Verwendung finden. 
^ Unter Alkohol werden niedere aliphatische Alkohoie, bevorzugt Methanol oder Ethanol verstanden. 

Die Oberfuhrung von Formazanen der aligemeinen Formel IV in Tetrazoliumsalze der aligemeinen 
Formel Y gelingt durch Oxidation entweder mittels Isopentylnitrit in alkoholischer Salzsaure analog D. 
Jerchel, H. Fischer, Liebigs Ann. Chem. 563, 200 (1949) oder mittels Bleitetraacetat analog R. Kuhn, D. 
Jerchel, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 74 , 941 (1941) oder D. Jerchel, H. Fischer, Uebigs Ann. Chem. 563, 200 
50 (1949) in Chloroform. ~ 

Die Amylnitrit-Methode hat hierbei den Vorteil, dafl eine aufewendige, sSulenchromatographische 
Nachreinigung entfallen kann. Sie ist jedoch wegen des geringen Oxidationspotentials des Nitrits nicht 
universell anwendbar. 

Da die Doppelbindungen und die positive Ladung des Tetrazoliumringes innerhalb des Stickstoffsy- 
g5 stems nich lokalisierbar sind, kann zur Herstellung der erfindungsgemaBen Verbindungen der aligemeinen 
Formel I' naturlich auch analog von Formazanen der aligemeinen Formel IV 
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2' 

. y N=N-R 

R-C 

^ 3 t 
N-NHR 



(IV') 



in der 

R, R 2 und R 3 die gleiche Bedeutung haben wie in der Definition der allgemeinen Formel IV, ausgegangen 
to werden. 

Formazane der allgemeinen Formel IV stnd dem geschilderten Verfahren analog aus Aldehydphenylhy- 
drazonen der allgemeinen Formel ir 



is 



H 



R-C 



^ N-NHR 3 ' 



(II*) 



m und Diazoniumsalzen der allgemeinen FbrmeUir 

v 

+ 



N=N-R 2 ' (III*) 

f — 

A 



herstellbar. Die angegebenen Rests haben die gleiche Bedeutung wie die in den allgemeinen Fbrmeln II 
und III definierten. 

Die folgenden Beispiete erlautem die Erfindung wetter. 



Beispiel 1 

Herstellung der Tetrazoliumsalze T1. T2, T3, T5, T16 und T17 

a) Herstellung der Ausganqsformazane 

0.1 mol Amin werden in 100 ml Wasser suspendiert und nach Zugabe von 0,3 mol 12 N Salzsaure 
durch Zutropfen einer konzentrierten wassrigen Ldsung von 1,04 mol Natriumnitrit bie 0-5° C diazotiert 
Innerhalb 30 Minuten wird die gekOhlte Diazoniumsalziosung unter ROhren und KOhlung unterhalb 10° C in 
eine Losung von 0,1 mol AWehydphenylhydrazon und 0,35 mol Natriumacetat (oder 100 ml Pyridin) in 180 
mi Ethanol und 100 ml DimemyKbrmamid eingetropft und eine Stunde nachgerOhrt Der gebildete KristaH- 
brei wird abgesaugt, gut mrt Wasser und danach mrt wenig Methanol gewaschen und abschiieflend 
getrocknet Bne Reinigung des so erhaitenen Formazans kann durch Umkristallisieren aus Bsessig, 
Methanol-Wasser oder aus Dimethylformamid-Wasser oder durch Saulenchromatographie an Kieselgel 60 
(Merck) mit Methylenchlorid-Methanol 5:1 oder Methylenchlorid als Buens erfolgen. Nach dieser Methode 
wurden die folgenden Formazane erhatten. 
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Formazan Ausgangs- Ausbeute Fp Azokupplung 
verbindung (%) (° C) in Medium 
for 



Fl 



F2 



F3 



F5 



F16 



F17 



Tl 



T2 



T3 



T5 



T16 



T17 



40 



40 



62 



70 



35 



50 



180 A 
(Zers. ) 

187 C 
(Zers.) 



204 B 
(Zers.) 



187 A 
(Zers.) 
>300 B 
(Zers.) 



191 

(Zers. ) 



Medium A: Dimethylf ormamid/Natriumacetat 
B: Dimethylformamid/Pyridin 
C: Ethanolische Lauge (KOH oder NaOH) 



Reinigungs- 
methode 

Umkristallisation 

aus Methanol/ 

Wasser 

R. Wizinger 

V. Bisro, 

Helv. Chim. Acta 

32, 910 (1949) 

Saul enchr oma t o - 

graphie an Kie- 

selgel, Eluens: 

Methylenchlorid 

Anrdhren mit 

Isopropanol 

Saulenchromato- 

graphie an 

Kieselgel, 

Eluens: Methylen- 

chlorid-Methanol 

= 5:1 

Saulenchromato- 
graphie an 
Kieselgel , 
Eluens: Methylen- 
chlorid-Methanol 
= 5:1 



Fl 2-(3-Carboxyethyl-5-phenyl-l-formazano)benzoesaure 

F2 2- (3. 5-Diphenyl-l-£ormazano)benzoesaure 

F3 1 . 5-Diphenyl -3- ( 2 . 4 -dini trophenyl) formazan 

F5 4-(1.5-Diphenyl-3-£ormazano)-N,N,N-trimethylammoniochlorid 

F16 2,4 1 -(5-Phenyl-l .3-formazandilyl)bis-benzoesaure 

F17 2,2 t -(5-Phenyl-l ,3-formazandilyl)bis-benzoesaure 
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b) Oxidation der Fbrmazane 

5 

A) Bleitetraacetat-Methode 

0,1 mol Formazan werden in wasserfreiem Chloroform gelost und mrt 0,12 mo! Ble'rtetraacetat versetzt 
Man laBt 30 Minuten rGhren und saugt danach von Ungelostem ab. Das Rltrat wird eingedampft, der 
jo RQckstand nach Zugabe von Wasser abgesaugt und das Rltrat mrt 2 N Salzsaure angesauert Das so 
gefallte Bleichlorid wird abgesaugt das Rltrat eingeengt und der RQckstand aus Ethanol umkristaJlisiert 
Oder durch Saulenchromatographie an Kieseige! 60 (Merck) mit Chloroform-Methanol 19:1, Chloroform- 
Methylenchlorid 5:1 Oder Methylenchlorid-Methanol 5:1 als Eluens gereinigt 

15 

B) isopentylnftrft-Methode 

0,1 mol Formazan werden in der 10-bis 20fachen Menge Ethanol suspendiert. 0,2 mo! Isopentyln'rtrit 
zugegeben und Innerhalb 20 Minuten 0,15 mol ethanolische Salzsaure unter RQhren zugetropfL An- 

20 schlieBend wird eine Stunde nachgerflhrt Falls dann die Reaktionsmischung noch nicht entfarbt ist, wird sie •* 
bis zur volIstSndigen Entfarbung auf 40° C erwarmt TetrazoliumsaJz wird durch Zugabe von Ather 
ausgefalrt, abgesaugt und getrocknet Zur Reinigung kann das Produkt mit Methano! Oder Isopropano! 
angerQhrt abgesaugt und getrocknet werden. Umkristallisation kann aus Methanol, Methanol-Wasser oder 
Bsessig erfolgen. Vorteilhaft l§flt sich zur Reinigung der Tetrazoliumsalze die Saulenchromatographie an 

25 Kieselge! 60 (Merck) mit Chloroform-Methanol 19:1, Chloroform-Methylenchlorid 5:1 oder Methylenchlorid- 
Methanol = 5:1 anwenden. 

Nach einer der beiden Methoden A) oder B) wurden die foigenden Tetrazoliumsalze hergestelrt 
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Tetrazoliumsalz Ausbeute Fp Oxidations- Reinigungs- 

(I) (° C) methode methode 

Tl 35 184 A Saulenchromato- 

(Zers.) graphie an Kiesel- 

gel, Eluens: Chlo- 
roform/Met hanol 
T2 48 259 A Umkristallisation 

(Zers.) aus Ethanol-Wasser 

T3 47 246 A Saulenchromato- 

(Zers.) graphie an Kiesel- 

gel, Eluens: 

f Methylenchlorid- 

Methanol = 5:1 
T5 82 162 A AnrOhren mit 

(Zers.) Methanol 
T16 42 >300 A SSulenchromato- 

(Zers.) graphie an Kiesel- 

gel, Eluens: 
Methylenchlorid/ 
Methanol = 5:1 

T17 74 230 B SSulenchromato- 

(Zers.) graphie an Kiesel- 

gel, Eluens: 
Methylenchlorid/ 
Methanol = 5:1 

Oxidations-Methode A: Bleitetraacetat-Chlorof orm 

B: Isopentylnitrit-ethanolische SalzsSure 

T1 5-Carboxy-3^2-carboxyphenyl)-2-phenyI-2-H-tetra2olium hydroxid, inneres Salz 
T2 3-(2-Carboxyphenyl)-2.5<liphenyl-2-H-tetrazoliumhydroxid, inneres Salz 
T3 2,3-Diphenyl-5-(2.4-dinitrophenyl)-2-H-tetrazoliumchlorid 
50 T5 2.3-Diphenyl-5-[4-(frimethylamm 

T16 3-(2-Carboxyphenyl)-5-(4^arbo^ inneres Salz 

TITS.S-Bis^-c^boxyphenyl^-phenyl^-H-tetrazoliurnchlorid 

55 
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Beispiel 2 

Harnsaurebestimmunq in Geqenwart verschiedener Storsubstenzen 
5 In die KQvetten A. B und C der Schichticke 1 cm werden die folgenden Losungen pipettiert 

A B C 

Probe ; 50 / ul 50/Ul 50/Hl 

Storsubstanz * + + 

Tetrazoliumsalz 
und/oder 

Elektronendbertrgger 



und/oder * - 175/Ul 



0,1 M Kaliumphosphat-Puffer 175/Ul 175/Ul 

pH 8 m 

* Art und Konzentration sind in den Beispielen 2 a) - h) jeweils 
angegeben. 



26 



Die In die jeweiBgen KQvetten plpettierten LSsungen werden gemischt und eine Minute bie 25°C 
inkubtert Darm erfoigi: cfie Zugabe von 2 ml Hamsaurereagenz der folgenden Zusammensetzung: 
Kaliumphosphat 0,t moi/U pH 8 
2,4,6-TribromhydroxybenzoesSure 20 mmol/1 
30 4-Aminoantipyrin 0,1 mmol/I 
Natriumazid 1 g/I 
Peroxidase 4 U/iml 
Uncase 2 U/ml 

Nach 5minQfiger Inkubafion bei 25° C wird die Extinktion der jeweiligen Reaktionsmischung bei einer 
35 WellenlSnge von 546 nm gegen einen Reagenzienleerwert (ohne Probe) gemessen. Zur Kalibrierung wird 
statt einer zu messenden Probe ein wassriger HamsSure-Standard (6 mg/dl) verwendet 

Die gemessene Hamsaurekonzentration in KQvettB A (ohne Storsubstanz) 
wird als 100 % elngesetzL Die Hamsaurewiederfindungsrate in Anwesenheit von St6rsubstanz wird in den 
folgenden Beispielen 2 a) bis 2 h) experimental! bestimmet Die Ergebnisse belegen, dafl die Wiederfin- 
40 dungsrate in KQvettenreihe C (mit Tetrazoliumsalzzusatz) deutlich hoher ist ate ohne Zusatz (KQvettenreihe 
B). 

^ e im folgenden angegebene Konzentration der Tetrazolium-Saize und/oder EiektronenQbertrager 
betreffen die Endkonzentration in der zu messenden Losung nach Zugabe dieser Substanzen und von 
Puffer. Die Konzentration der Storsubstanzen betrifft die Konzentration in der Probe vor Zugabe von Puffer. 
45 Tetrazoliumsalz und/oder ElektronenQbertrager. 
a) Storsubstanz: Ascorbat 3 mg/dl 
T3 : 0,4 mmoi/l 

Phenazin-ethosulfat (PES): 20 umol/l 



50 
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% Wiederf indung 



70 



T5 



20 



Humanserum 1 
Humanserum 2 
Humaiwerum 3 
Humanserum 4 
Humanserum 5 
Kontrollserum 
PPU Ch. 1 
Kontrollserum 
PPU Ch- 2 

b) Storsubstanz: Bilirubin 
T8: 0,4 mmol/I 
PES: 20umol/l 



in 



B 



61 
65 
62 
58 
83 

80 

74 



100 
100 
92 
110 
105 

101 

104 



25 



Bilirubin Konzentrat ion in der 
Probe (Humanserum) 



% Wiederf indung 
in 

B C 



30 100 mg/1 
200 mg/1 

c) Storsubstanz: a-Methyl-DOPA 20 mg/I 
35 T3 bzw. T5: 0,6 mmol/I 
PES: 25 umol/l 

Probe: Hamsaure-Standard 6 mg/dl 



76 
63 



89 
86 



40 



45 



50 



Tetrazoliumsalz 



% Wiederfindung 
in 

B c 



55 



T3 
T5 



d) Storsubstanz: Calcium-Dobesylat 25 mg/1 
T3: 0,6 mmol/I 
PES: 25 umol/l 



% Wiederfindung 
in 

B C 



62 
62 



94 
94 



90 



98 
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e) Storsubstanz: Ascorbat 3 mg/dl 
Tetrazoliumsalz: 0,06 mmol/I 
PES: 25 itmol/l 

Probe: Hamsaure-Standard 6 mg/dl 

% Wiederfindung 
in 



Tetrazoliumsalz 


8 


C 


Tl 


39 


82 


T2 


39 


88 


T3 


39 


82 


T4 


39 


89 


T5 


39 


94 


T6 


39 


93 



f) Storsubstanz: Ascorbat 3 mg/dl 
TS: 0,4 mmol/l 

PES:20umol/i 
Probe: Humanserum 

25 

% Wiederfindung 
in 

» _J C 

72 93 

g) Storsubstanz: Ascorbat 3 mg/dl 
TB: 0,4 mmol/I 

35 Diapfiorase 0,4 U/ml 



% Wiederfindung 
in 

Probe: Humanserum B C 



65 96 



45 h) Storsubstanz: Ascorbat 17,6 mg/dl 

PES: 25 amol/1 

Probe: Hamsaure Standard 6 mg/dl 



50 

% Wiederfindung 
in 

B C_ 

55 6 53 
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Beispiel 3 

Glucosebestimmung in Gegenwart von Ascorbinsaure 
5 In die KOvetten A, B und C der Schrchtdicke 1 cm werden die folgenden Losungen pipettiert 

A B C 

Probe 50 / ui so / ui 

10 Ascorbinsaure - + + 

Tetrazoliumsalz : T3 ~™ _ 

und ElektronenQbertrSger : - - 175^ul 

T5 Phenazin-ethosulfat (PES) 

0,1 M Kaliumphosphat-Puffer 175/ul 175/ul 

pH 7,8 

20 Die in die jeweiligen KOvetten pipettierten Losungen werden gemischt und fOnf Minuten bei 25° C 

inkubiert Dann erfolgt die Zugabe von 2 ml Glucosereagenz der folgenden Zusammensetzung: 

Tris-Phosphat-Puffer 180 mmol/l, pH 7,8 

Phenol 11 mmol/l 

3,4-Dichlorphenol 2,1 mmol/l 
25 Fettalkoholpolyglycolather 0,24 % 

4-Aminophenazon 0,8 mmol/I 

Peroxidase 1 U/ml 

Glucoseoxidase 15 U/ml 

Nach 30min0tiger Inkubation bei 25° C wird die Bctinktion der jeweiligen Reaktionsmischung bein einer 
30 WellenlSnge von 546 nm gegen einen Reagentienleerwert (ohne Probe) gemessen. Zur Kalibrierung wird 

statt einer zu messenden Probe ein wassriger Glucose-Standard (100 mg/dl) verwendet. 

Die gemessene Glucosekonzentration in KOvette A (ohne StSrsubstanz) wird als 100 % eingesetzt Die 

Glucosewiederfindungsrate in Anwesenheit von Storsubstanz wird in den folgenden Beispielen 3 a) und 3 

b) experimentell bestimmt Die Ergebnisse belegen, dafl die Wiederfindungsrate in KOvettenreihe C (mit 
35 Tetrazoliumsalzzusatz) deutlich hoher ist als ohne Zusatz (KUvettenreihe B); 

Die im folgenden angegebene Konzentration des Tetrazoliumsalzes T3 und des ElektronenObertrSgers 

PES betreffen die Endkonzentratlon in der zu messenden Losung nach Zugabe dieser Substanzen und von 

Puffer, Die Konzentration der Storsubstanz Ascorbinsaure betrifft jeweils die Konzentration in der Probe vor 

Zugabe von Puffer, T3 und PES> N 
40 a) Glucose-Konzentration: 25 mg/dl 

Storsubstanz: Ascorbat 

T3: 0,25 mmol/l 

PES: 20 umol/l 



% Wiederf indung 
in 



Ascorbat -Konzentration _B C 

3 mg/dl 65 94 

6 mg/dl 27 91 

12 mg/dl 0 85 



b) Glucose-Konzentration: 50 mg/dl 
Storsubstanz: Ascorbat 3 mg/dl 
T3: 0,25 mmol/l 
PES: 20 umol/l 
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% Wiederfindung 
in 

_B C 

83 94 

10 

Beisplef 4 

Testsystem zur Bestimmung von Hamsaure ?n Bfut 
is a) Testschicht zum Nachwefs der Hamsaure 

Aus den unten aufgefQhrten Bestandteilen wird eine Beschichtungsmasse hergesteltt und mit einer 
NaBfiimdicke von 200 urn auf eine transparente Fofie 1 aufgerakelt und getrocknet 18 g einer Kunststoffdi- 
sperslon eines Mischpotymeren aus Vinylacetat und Vinyipropionat 1,38 g Alginat 69 g eines Tris-Crtrat- 
) 20 Puffers pH 7,5 0,45 m; 0,47 g Indikator 2^3.5-Dimethoxy^ydroxyph^ 

(4)^ethyK1HHrnida2oHiydrochtorid; 0,025 g 1K3^torpheny1)-sernicarba2id; 0,025 g MgK,EDTA£HaO; 
0,5 g Triton X 100; 0.6 g Hexanol; 200 KU Peroxidase; 2 KU Unease. 

Auf die so hergestellte Reagenzschicht 2 wird eine Deckschicht 3 als optisch weiBer Hintergrund der 
unten aufgefQhrten Zusammensetzung mft einer Schichtdicke von 200 urn gerakelt und getrocknet 52 ml 
25 o,1 m Tris-Citrat-Puffer pH 7,0; 5,5 g Titandioxid; 2,7 g Diatomeenerde; 0,4 g Alginat; 1,4 g einer 
Kunststoffdispersion eines Mischpolymeren aus Vinylacetat und Vinyipropionat; 0,2 g Triton X 100. 



b) Entstorgewebe 4 

Nylon-Gewebe (Type NY 75 HC der Firma ZDricher Beuteltuchfabrik, Schweiz) wird mit folgender 
Losung getrankt und bei 60° C getrocknet 

5 mg 5^2,4-Dmitroph^ (T3); 5 mg Phenazin-ethosulfat 30 mg 

Dioctylsulfortsucdnat-Natrium; ad 100 ml 0,5 m Phosphatpuffer pH 7,5. 

Als Material fOr einen Vergleichstest wurde das gleiche Gewebe mit einer entsprechenden Losung 
getrankt, die nur Puffer und Netzmrttel, aber kein Tetrazoliumsalz und Phenazin-ethosulfat enthielt 



c) GesamtsystBm 

Die vorgenannten Bestandteile werden zu einem Testsystem gemafl Abbildung 1 verarbeitet Der Test 
ist zur Bestimmung der Hamsaure aus Blut Plasma und Serum geeignet 



45 Testdurchfuhrung 

Zur Bestimmung der Hamsaure werden 30 ul Serum auf das Rxiemetz 6 aufgetragen, die transparente 
Foiie 1 wird nach einer Minute angedruckt und nach weiteren zwei Minuten wird mit einem Remissionspho- 
tometer die gebildete Farbe vermessen und aus einer vorher ermfttelten Echkurve die Harnsaurewerte 
so ermitteft. 

Bne Serumprobe mit einem Hamsauregehait von 6,2 mg/dl wird in zwei Teiie.geteitt Bnem Teil wird 
Ascorbinsaure zugefQgt, so daB ein GehaJt von 2 mg/dl resultiert. Beide Serumproben werden sowohl mit 
dem Tetrazoliumsalz enthaltenden Testsystem als auch mit dem zum Vergleich dienenden Testsystem 
ohne Tetrazoliumsalz untersucht 
55 Es werden folgende Hamsaure-Werte in mg/dl gemessen: 
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Serum ohne Serum mit 

Ascorbinsaure Ascorbinsaure 

mit Tetrazoliumsalz 6,27 6,09 

ohne Tetrazoliumsalz 6,02 4 f 61 



70 



Bezugszeichenliste: 



1 = Transparente Folie 

2 = Reagenzschicht 
75 3 = Deckschicht 

4 = Entstorgewebe 

5 * Glasfaservlies 

6 = Rxiemetz 

7 = Transportvlies 
20 8 = TrSgerfolie 

9 = Klebestelle 



Ansprtlcho 



1. Verfahren zur Bestimmung von Substraten oder Enzymaktivitaten unter Anwendung einer Redoxreak- 
tion als Meflreaktion, dadurch gekennzeichnet, dafl in Gegenwart eines Oder mehrerer zusStzlich zugegebe- 
ner Tetrazoliumsalze gearbeftet wird. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl als zusatzliche Tetrazoliumsalze soiche 
so der allgemeinen Formel I 



35 




verwendet werden, 
in der 

R' Wasserstoff, einen CarboxyK Alkyh Phenyl-, Nitrophenyl-, Dinitrophenyl-, carboxylsubstituierten Phenyl- 

oder einen Trialkylammoniumphenylrest, 

R 2 einen Phenyl-, Nitrophenyl-, Biphenylyl-oder Naphthylrest, 

R 1 einen Phenyl-, carboxylsubstituierten Phenyl-, einen carboxylsubstituierten Hydroxyphenyi-oder Dime- 

thylthiazolylrest und 

A" ein Qbliches Gegenion 

bedeuten. 

3. Verfahren gemMB einem der Anspruuche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dafi auBerdem ein oder 
mehrere ElektronenQbertrager eingesetzt werden. 

4. Verfahren gemafl Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. dafl ais ElektronenQbertrager Phenazinme- 
thosulfat, Phenazinethosulfat, 8-Dimethylamino-2,3-benzophenoxazin, 
1-Methoxy-5-methylphenazinium-methylsulfat Oder Diaphorase verwendet werden. 

5. Reagenz zur enzymatischen Bestimmung von Substraten oder Enzymaktivitaten, enthalten ein 
System zur Bestimmung eines Substrats oder Enzyms mit einer Redoxreaktion als Meflreaktion, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es zusatziich ein oder mehrere Tetrazoliumsalze enthalt. 



18 



0 239 931 



6. Reagenz gemafl Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB es ais zusatziiche Tetrazoliumsal2e 
solche der aJlgemeinen FormeJ I 




75 
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e nth aft, 
in der 

R 1 Wasserstoff, etnen CarbaxyK ABcyK Phenyl-, NitrophenyK Dinitrophenyh carboxylsubstituierten Phenyl- 

Oder einen Trialkyiammoruumphenylrest 

R 2 etnen Phenyh Nitropbenyh Biphenyiyi-oder Naphthylrest 

R* einen Phenyl-, carlx»cylsubsiituierten PhenyK carboxylsubstituierten Hydroxyphenykxler einen Dime- 

thyftruazolyirest und 

A~ em QbOches Gegenion 

bedeuten. 

7. Reagenz gemaB einem der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB es zusatziich 
einen oder mehrere ElektronenQbertrager errthait 

8 Reagenz gem§B einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB es auf einem 
unloslichen Trager imprggniert vorfiegt 

9. Tetrazoliumsalze der allgemeinen Forme! Y 



30 




(!') 



in der 

~* 

40 R etnen Carboxyirest einen unsubstituierten Oder einen in 2-oder 4-SteIlung durch eine Carboxylgruppe, in 

2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten Oder in 4-StelIung durch Trimethyiammonium substh 

tuierten Phenylrest 

einen unsubstituierten Phenylrest 

R 3 ' einen unsubstituierten oder in 2-StelIung durch eine Carboxylgruppe substituierten Phenylrest und 
45 A*~ ein Qbfiches Gegenanion 

bedeuten. 

10. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel I' 



so 



55 




(I') 
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in der 

R 1 einen Carboxylrest, einen unsubstituierten Oder einen in 2-oder 4-Stellung durch eine Carboxylgruppe, in 
2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten oder in 4-Stellung durch Trimethylammonium substi- 
tuierten Phenylrest, 
5 R * einen unsbustrtuierten Phenylrest, 

R 3 einen unsubstituierten Oder in 2-Steliung durch eine Carboxylgruppe substituierten Phenylrest und 

A"* ein Qbliches Gegenanion 

bedeuten, 

dadurch gekennzetchnet, dafl entweder 
io a) Aldehydphenylhydrazone der allgemeinen Formel II 

^N-NHR 2 ? 

« (ID 
H 

in der 

R einen veresterten Carboxylrest, einen unsubstituierten Phenylrest oder einen in 2-oder 4-Stellung durch 
2Q eine Carboxylgruppe, in 2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten oder in 4-Stellung durch 
Trimethylammonium substituierten Phenylrest und 
R 2 ' einen unsubstituierten Phenylrest 
bedeuten, 

mit Diazoniumsalzen der allgemeinen Formel II! 

25 

NhN-R 3 ' (III) 
A 1 ~ 

30 

in der 

R 3 ' einen unsubstituierten oder in 2-SteIlung durch eine Carboxylgruppe substituierten Phenylrest und 

A'- ein Qbliches Gegenanion 

bedeuten, 

35 alkalisch zu Fbrmazanen der allgemeinen Formel IV 

N-NHR 2 ' 

// 

40 R-C (IV) 

\ 3 1 

N=N-R 



45 



SO 



in der 

R, R 2 und R 3 ' die vorgenanrrte Bedeutung haben, gekuppelt oder 
b) Aldehydphenylhydrazone der allgemeinen Formel II' 



H 

R-C ^ (Hi) 

X N-NHR 3 ' 



in der 

55 R einen veresterten Carboxylrest, einen unsubstituierten Phenylrest oder einen in 2-oder 4-Stellung durch 
eine Carboxylgruppe, in 2-und 4-Stellung durch Nitrogruppen disubstituierten oder in 4-Stellung durch 
Trimethylammonium substituierten Phenylrest und 

R 3 einen unsubstituierten oder in 2-Stellung durch eine Carboxylgruppe substituierten Phenylrest 
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bedeuten, 

mit DiazoniumsaJzen der allgemelnen Forme! Iir 

( 



N=N-R 2 ' (III 1 ) 



10 ' m «* 

R z einen unsubstituierten Phenylrest und 

A'" ein Qbliches Gegenanion 

bedeuten, 

alkalisch zu Formazanen der allgemeinen Forme! IV 

75 

2* 

N=N-R 

/ 

R-C dV 1 } 

^ 3 f 

a> N-NHR 

in der 

R, R 2 ' und R 3 die vorgenannte Bedeutung haben, gekuppett und diese abschlieflend oxidiert werden. 

25 
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Abbildung 1 : 



